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Abstract. Among a series of unmodified phosphodiester (PO)-oligodeoxynucleotides
(PO-ODNs) complementary to some of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
regulatory genes, several PO-ODN sequences complementary to the vpr gene (PO-
ODNs-α-vpr, where a-vpr is the antisense vpr sequence) emerged as potent inhibitors
(at concentration of 0,8 to 3,3 µM) of HIV-1 multiplication in de novo infected MT-4
cells, while they showed no cytoxicity for uninfected cells at concentration up to 100 µM.
Unlike phosphorothioate counterparts, PO-ODN-α-vpr sequences were not inhibitory
to HIV-2 multiplication in de novo infected C8166 cells and neither prevented the fusion
between chronically infected and bystander CD4+ cells nor inhibited the activity of the
HIV-1 reverse transcriptase in enzyme assays. Moreover, they were not inhibitory to
HIV-1 multiplication in chronically infected cells. Delayed addition experiments
showed that PO-ODNs-α-vpr inhibit an event in the HIV-1 replication cycle following
adsorption to the host cell, but preceeding reverse transcription. Structure-activity
relationship studies indicated that antiviral activity of the test PO-ODN-α-vpr se-
quences is not related to the antisense mechanism but to the presence, within the active
sequences, of contiguous guanine residues. Physical characterization of the test PO-
ODNs suggested that the active structure is a tetramer stabilized by G quartets (i.e., four
G residues connected by eight hydrogen bonds).
Riassunto. Tra una serie di oligodeossinucleotidi fosfodiesterici non modificati (PO-
ODNs) complementari a geni regolatori del virus dell’immunodeficienza umana di tipo
1 (HIV-1), alcune sequenze complementari al gene vpr (PO-ODNs-α-vpr, dove α-vpr
è una sequenza antisenso di vpr) sono risultati potenti inibitori (IC50 0,8-3,3 µM) della
moltiplicazione dell’HIV-1 in cellule acutamente infettate, mentre non hanno dimostra-
to citotossicità per cellule non infettate a concentrazioni 100 volte superiori. Contra-
riamente alle controparti fosforotioate, le sequenze antisenso del gene vpr (PO-ODNs-
α-vpr) non inibivano: i) la moltiplicazione dell’HIV-2 in cellule C8166 infettate de
novo; ii) la moltiplicazione dell’HIV-1 in cellule cronicamente infette né la fusione di
queste ultime con cellule CD4+ «bystander»; iii) l’attività della trascrittasi inversa
dell’HIV-1 in saggi enzimatici. Esperimenti sul meccanismo d’azione hanno dimostrato
che le sequenze di PO-ODN-α-vpr inibiscono un evento nel ciclo di replicazione
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dell’HIV-1 successivo all’assorbimento del virus alla cellula ospite, ma precedente al
processo di trascrizione inversa. Studi sul rapporto struttura-attività indicano che
l’attività antivirale delle sequenze PO-ODN-α-vpr non è in relazione ad un meccani-
smo antisenso, ma con la presenza, all’interno delle sequenze attive, di residui contigui
di guanina (G). La caratterizzazione fisica delle sequenze PO-ODN suggerisce che la
struttura attiva è un tetramero stabilizzato dai cosiddetti G-quartets (i.e. quattro residui
di G uniti da otto legami idrogeno).
Negli ultimi anni, la strategia di bloccare le infezioni virali per mezzo di oligonucleotidi
antisenso ha avuto particolare sviluppo [13, 20, 26, 32, 35]. Questo tipo di approccio
implica il legame di un oligodeossinucleotide sintetico (ODN) ad una sequenza comple-
mentare nell’acido nucleico bersaglio (gene o RNAmessaggero) mediante un processo
altamente selettivo regolato dalla formazione di legami idrogeno tra basi complementari
e interazioni tra paia di basi sovrapposte. Quando il bersaglio è un mRNA, come nella
maggior parte degli esempi descritti, la traduzione dell’mRNA è impedita. A causa del
tipo stesso di processo, se l’ODN è diretto contro una sequenza che è presente solo nel
genoma virale, il trattamento con un ODN antisenso è, in teoria, privo di tossicità per
l’ospite.
ODNs antisenso, sia nativi che modificati, sono stati valutati quali potenziali inibitori
del virus dell’immunodeficienza umana (HIV). I primi sono risultati essere molto
sensibili alle nucleasi. I secondi, sebbene piuttosto efficaci hanno mostrato diversi
inconvenienti; dalla scarsa solubilità in acqua (ODNs metilfosfonati) alle interazioni
aspecifiche con proteine (ODNs fosforotioati [PS-ODNs]), e dall’interferenza con il
processo di adsorbimento del virus fino all’inibizione della trascrittasi inversa e della
Rnasi H [16-19, 27, 29, 30].
Più recentemente, sono stati sintetizzati degli ODNs che si aggregano in strutture
inter- o intra-molecolari altamente ordinate. Tra queste ci sono delle sequenze ricche in
Guanina che formano tetrameri stabilizzati chiamati G-quartet (4 residui di guanina uniti
da 8 legami idrogeno), oppure che si ripiegano a formare strutture stabilizzate da tetrameri
di G intramolecolari [21, 23, 34].
In generale, gli mRNA dei geni regolatori sono espressi nella cellula in misura minore
rispetto a quelli dei geni strutturali e rappresentano pertanto bersagli particolarmente
adatti per gli ODNs antisenso. Sulla base di questo presupposto, abbiamo sintetizzato
sequenze antisenso complementari ai seguenti geni dell’HIV-1: vif, responsabile
dell’infettività del virus cell-free; vpr, un debole attivatore trascrizionale; rev, necessario
per il trasporto del mRNA virale nel citoplasma; nef, richiesto per una efficiente
replicazione virale e per la patogenicità del virus in vivo [3, 6, 11, 12]. Se preparati come
PS, alcuni di questi ODN sono risultati inibitori molto potenti della moltiplicazione di
HIV-1 e di HIV-2 in cellule acutamente infettate. L’attività anti-HIV dei PS-ODN,
sebbene altamente selettiva, non era tuttavia, sequenza specifica [5].
Nel presente lavoro riportiamo i risultati ottenuti quando le sequenze sopra descritte
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erano sintetizzate come ODNs fosfodiesterici (PO-ODNs) nativi. In questo lavoro
descriviamo anche i risultati degli esperimenti volti a chiarire il meccanismo dell’azione
inibente delle sequenze antisenso vpr (α-vpr), l’unico PO-ODN non modificato che ha
mostrato attività anti HIV-1.
MATERIALI E METODI
ODNs impiegati nello studio
PO-ODNs antisenso e loro siti bersaglio nel genoma dell’HIV-1 del ceppo IIIB: α-vif
(posizioni 5040 a 5058), α-vpr (posizioni 5561 a 5579), α-rev (posizioni 585 a 6000),
α-nef (posizioni 8793 a 8810). Sequenze antisenso di vif, rev e nef racchiudono la
sequenza traduzionale del codice di inizio AUG che Ghosh e Cohen [8] hanno indicato
essere uno dei bersagli più appropriati per gli a-ODNs. I PS-ODNs antisenso vpr,
antisenso vif e senso vpr, che, come abbiamo riportato, sono attivi in saggi di infezione
acuta [5], sono stati impiegati come inibitori di riferimento.
Sintesi e purificazione di ODNs
La sintesi di PO-ODNs è stata realizzata su un sintetizzatore automatico Gene
Assembler Plus (Pharmacia) con il metodo dei fosforoamidati (scala 10-µM). Nel caso
di ODNs L-modificati, le corrispondenti fosforamidate sono state sintetizzate come
descritto precedentemente [25]. Dopo lo sbloccaggio (16 ore a 50°C in 30% di NH4OH),
le soluzioni di ODNs sono state liofilizzate e purificate tramite cromatografia a scambio
anionico (DEAE Sephacel da Pharmacia; TEAB (bicarbonato di trietilammonio) gradiente
da 0,1 a 1,8 M [pH 7,0]). Le frazioni all’HPLC (high-pressure liquid chromatography)
con titolo maggiore all’85% (colonna Hypersil RP18; gradiente di CH3CN in soluzione
acquosa 0,05 M di KH2PO4 [pH 4,5], sono state raccolte, co-evaporate diverse volte con
acqua per rimuovere l’eccesso di tampone, convertite nel sale sodico e poi liofilizzate.
Spettroscopia CD
Gli spettri CD (Circular Dichroism) sono stati registrati sullo spettrofotometro Jasco
J-700 interfacciato con un computer IBM. Sono state preparate singole soluzioni (3 µM)
di ODNs in 0,1 NaCl 0,1 M, Tris-HCl 0,1 M (pH 7,0), riscaldate a 90°C per 15 minuti,
riportate lentamente a temperatura ambiente e incubate a 4°C per 15 minuti prima degli
esperimenti CD. La temperatura è stata mantenuta costante ponendo i campioni in un
supporto per cellule di 1 cm di lunghezza, circondato da un rivestimento esterno collegato
ad un bagno di acqua circolante. Gli spettri rappresentano la media di quattro misurazioni
effettuate alla stessa temperatura, meno lo spettro medio (quattro misurazioni) del
tampone da solo.
Cellule
Per i saggi anti-HIV sono state usate le seguenti linee cellulari acquistate all’American
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Type Culture Collection (ATCC; Bethesda, MD): H9/IIIB (linfociti T umani cronicamente
infettati con HIV-1, ceppo IIIB), CEM (linfociti umani provenienti da una leucemia acuta
a cellule T), MT-4 e C8166 (linfociti umani CD4+) permissivi per la replicazione
dell’HIV. Tutte le linee cellulari erano cresciute in RPMI 1640 contenente il 10% di siero
fetale bovino [FCS], penicillina G 100 IU/ml e streptomicina 100 µg/ml. Le colture
cellulari erano controllate periodicamente per la contaminazione da micoplasmi con il kit
Myco Test (Gibco).
Virus
HIV-1 (ceppo HTLV/IIIB) e HIV-2 (ceppo ROD; gentilmente fornito da L. Montagnier)
sono stati ottenuti rispettivamente dai supernantanti di cellule H9/IIIB e CEM cronicamente
infette; le soluzioni stock di HIV-1 e HIV-2 avevano titoli rispettivamente di 4,5 × 106 e
1,4 × 105 di CCID50/ml.
Saggio di infezione cronica
Le cellule H9/IIIB e CEM cronicamente infette sono state estensivamente lavate per
rimuovere le particelle virali precedentemente prodotte e sono state risospese a 105
cellule/ml in assenza o in presenza di diluizioni seriali dei composti da analizzare. Dopo
incubazione a 37°C per 96 ore, la produzione di HIV infettante è stata determinata
mediante titolazione end-point dei surnatanti (vedi di seguito). Il numero delle cellule è
stato determinato in un Coulter counter, ed i valori ottenuti sono stati corretti per il numero
di cellule vitali determinato tramite il test di esclusione del Tripan Blue. Le concentrazio-
ni di composto richieste per ridurre la produzione di HIV del 90% (EC90) e le concentra-
zioni citotossiche per il 50% delle cellule (CC50) sono state calcolate mediante regressione
lineare.
Titolazione dell’HIV
La titolazione dell’HIV-1 e HIV-2 è stata eseguita in cellule C8166 mediante il
metodo di diluizione limite standard (diluizione con ratio 1:2; ogni diluizione seminata
in quadruplo) in piastre multi-wells da 96 pozzetti. I titoli di virus infettante sono stati
determinati dopo quattro giorni di incubazione mediante la valutazione di sincizi al
microscopio ottico. I titoli virali sono stati espressi come CCID50/ml, secondo il metodo
di Reed e Muench.
Saggio di infezione acuta
La attività dei composti sulla replicazione dell’HIV in cellule acutamente infette si è
basata sulla inibizione della citopatogenicità virus-indotta nelle cellule MT-4. Breve-
mente, 50 µl di terreno di coltura addizionato di FCS al 10% (sia FCS normale, sia
inattivato a 65°C per 30 minuti [FCSi]) e contenente 104 cellule MT-4 (infettate de novo
con HIV-1 o HIV-2 alle moltiplicità di infezione sotto specificate) sono state aggiunte ad
ogni pozzetto contenente 50 µl di terreno, con o senza diluizioni seriali dei composti da
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analizzare. Dopo 4 giorni di incubazione a 37°C, il numero di cellule MT-4 vitali è stato
determinato con il metodo colorimetrico del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenilte-
trazolio-bromuro (MTT) [22]. La citotossicità dei composti è stata valutata in parallelo
all’attività antivirale.
Saggio dei sincizi
Cellule H9/IIIB (1 × 103 cellule) estensivamente lavate sono state coltivate con cellule
C8166 (1 × 104 cellule) non infette, in assenza o in presenza di composti da analizzare.
Il numero dei sincizi è stato determinato al microscopio ottico dopo un’incubazione di 24
ore.
Saggio della trascrittasi inversa di HIV-1
Gli effetti dei composti sull’attività della trascrittasi inversa ricombinante di HIV-1
sono stati valutati con l’enzima purificato. I saggi sono stati eseguiti a 37°C per 30 minuti
in 50 µl di una miscela di reazione contenente 50 mM di Tris-HCl (pH 7,8), DTT 1 mM,
KCl 80 mM, MgCl2 6 mM, 0,1 mg/ml di sieroalbumina bovina, [3H]dTMP 10 mM (1
Ci/mmol), 0,05 unità di poly(rA)-oligo(dT)10 a una densità ottica di 260 nm per ml, e 1,6
× 10-3 unità di enzima [una unità è stata definita come la quantità di enzima necessaria per
incorporare 1 nmol di [3H]dTMP nello stampo di poly(rA)-oligo(dT)10 in un minuto a
37°C]. Aliquote di 40 µl sono state trasferite su filtri in fibra di vetro (Whatman GF/A)
ed i filtri sono stati processati per la determinazione della radioattività insolubile in acido
tricloro-acetico (TCA).
RISULTATI
Attività anti-HIV in vitro degli α-ODNs
Gli effetti di singoli trattamenti con PO-ODN-α-vif, -vpr, -rev e nef sulla moltiplica-
zione di HIV-1 e HIV-2 sono stati valutati in cellule infettate a diverse molteplicità di
infezione (MOI), mentre la citotossicità è stata valutata in campioni paralleli di cellule
MT-4 non infettate.
Nessuno degli ODNs è risultato citotossico per le cellule MT-4 a concentrazioni fino
a 20 µM; in particolare, PO-ODN-α-vpr è risultato essere non citotossico a 100 µM.
Quando valutati per la capacità di impedire l’effetto citopatico virus-indotto in condizioni
di cicli multipli di crescita del virus (molteplicità di infezione = 0,01), l’unico PO-ODN
efficace è stato α-vpr, che si è dimostrato un inibitore molto potente (EC50 2,5 µM) e
selettivo (indice di selettività ≥ 40) contro l’HIV-1, ma totalmente inefficace contro
l’HIV-2. Al contrario, gli PS-ODN-vif e -vpr di riferimento, confermavano di essere
inibitori molto potenti e selettivi sia di HIV-1 che di HIV-2, indipendentemente dal gene
bersaglio e dalla sequenza usata, i.e. sequenza antisenso o senso (dato non mostrato).
Analogamente al suo derivato tioato ed all’AZT, lo PO-ODN-α-vpr è risultato attivo
anche in colture infettate a più alte molteplicità d’infezione (MOI 0,1 e 1,0) alle quali ha
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dimostrato una potenza di attività da due a sei volte inferiore di quella mostrata a MOI 0,01
(dati non mostrati).
L’effetto dei PO-ODNs sulla moltiplicazione di HIV-1 e HIV-2 in cellule cronicamente
infette è stato valutato, rispettivamente, in cellule H9/IIIB e CEM. Alla concentrazione di
20 µM, nessuno degli ODNs, compreso PO-ODNs-α-vpr, inibiva la proliferazione
cellulare o la produzione dell’antigene p24 dell’HIV-1 (dato non mostrato). Questo
risultato suggeriva che il bersaglio di PO-ODN-α-vpr è una tappa del ciclo di replicazione
dell’HIV-1 che precede l’integrazione del cDNA virale nel genoma cellulare.
Caratteristiche dei PO-ODNs in relazione a α-vpr
Nel tentativo di ottenere dei PO-ODNs dotati di una maggiore potenza di attività
antivirale, e maggiori informazioni sul bersaglio e sul meccanismo di azione di PO-ODN-
α-vpr (ODN-1) abbiamo sintetizzato i seguenti ODNs (Tab. 1): (i) ODN-2 e ODN-3, che
sono versioni di PO-ODN-α-vpr leggermente estese all’estremità 5’ o 3’, o ad entrambe,
così che ODN-3 potrebbe contenere la sequenza del codone di inizio della traduzione
AUG; (ii) ODN-4 e ODN5, che sono le controparti, rispettivamente, di ODN-1 e ODN-
2 ed hanno il cap ad entrambe le estremità con residui di L-dC per renderle resistenti alla
degradazione da parte della nucleasi [4]; (iii) ODN-6, che è una versione di ODN-2, ma
Tabella 1. Citotossicità e attività anti-HIV delle sequenze PO-ODN-α-vpr(a).
EC50(µM)(c)
ODN Sequenze (5’→ 3’)(b) FCS FCSi
(CPE)
CPE p24
1 GGTCTTCTGGGGCTTGTTC 2,5 1,6 3,4
2 CTTGGTCTTCTGGGGCTTGTTCC 3,0 0,7 2,1
3 GGTCTTCTGGGGCTTGTTCCAT 3,3 2,4 3,1
4 CGGTCTTCTGGGGCTTGTTCC 16 11 14
5 CTTGGTCTTCTGGGGCTTGTTCC 0,9 0,5 1,7
6 CCTTGTTCGGGGTCTTCTGGTTC 2,3 1,2 3,3
7 CTTNGTCTTCTNGNGCTTGTTCC > 20 > 20 > 20
8 CTNGGTCTTCNGGGGCNTGTTCC 0,8 0,5 1,2
(a) I dati rappresentano i valori medi di due esperimenti separati. La variazione tra campioni doppi
era inferiore al 15%. La concentrazione del composto richiesta per ridurre del 50% la vitalità di
cellule MT-4 sottoposte a infezione simulata era ≥ 20 mg/ml per tutti i composti.
(b) Le lettere C in neretto in ODN-4 e 5 indicano L-dC; le lettere N in neretto in ODN-7 e 8
indicano un miscuglio equimolare di dA e dC naturali.
(c) EC50 concentrazione del composto richiesta per ottenere la protezione del 50% delle cellule
MT-4 dalla citopatogenicità HIV-1-indotta o per ridurre del 50% i livelli di p24.
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con polarità opposta, e che rappresenta il controllo più appropriato quando sono usate le
sequenze contenenti regioni di omoguanina [28]; (iv) ODN-7 e ODN-8, che sono versioni
modificate di ODN-2 nelle quali dA o dC sostituiscono i nucleosidi originari all’interno
(ODN-7) o all’esterno (ODN-8) del tratto di guanina.
Attività anti-HIV-1 di PO-ODN-α-vpr e sequenze correlate
Gli effetti di singoli trattamenti con i PO-ODNs sopra elencati sulla replicazione
dell’HIV-1 in cellule acutamente infettate sono stati valutati misurando sia la protezione
dall’effetto citopatico virus-indotto sia i livelli di antigene p24 in condizioni di cicli di
crescita multipla di virus. Per valutare la stabilità dei PO-ODNs alle nucleasi sieriche, i
saggi sono stati eseguiti sia in FCS normale che in FCSi (FCS inattivato). Gli effetti degli
ODN sulla proliferazione cellulare sono stati valutati in campioni paralleli di cellule
sottoposte ad infezione simulata.
Nessuno dei composti (Tab. 1) è risultato citotossico per le cellule MT-4 alla più alta
dose testata (20 µM). Con l’eccezione di ODN-7, tutti gli ODN sono stati capaci di ridurre
sia l’effetto citopatico HIV-1 indotto, sia i livelli di antigene p24. Inoltre, tutti si sono
rivelati ugualmente potenti nei terreni contenenti siero normale (FCS) ed in quelli
contenenti FCSi, mostrando così una stabilità intrinseca alle nucleasi seriche.
L’allungamento della sequenza α-vpr (ODN 2 e 3) non ne ha aumentato la potenza,
suggerendo che per avere un’attività antivirale non è necessario contenere la sequenza
AUG del codone di inizio traduzione [8]. Una possibilità alternativa era che il meccani-
smo d’azione di questi ODN fosse diverso da quello antisenso.
Mentre il capping di ODN-1 con L-dC ha avuto come conseguenza un’inaspettata e
brusca diminuzione della potenza di attività anti-HIV-1, sia in FCS normale che in FCSi
(ODN-4), il capping di ODN-2 si è dimostrato prezioso nell’aumentare leggermente la
potenza nel siero normale (confrontare le attività di ODN-2 e ODN-5 in FCS). Poiché
ODN-4 e ODN-5 differiscono alle loro estremità 5’ per il numero dei nucleotidi che
separano il residuo C dalla sequenza G2, e poiché i nucleotidi L alterano la geometria dei
residui adiacenti [1], i risultati sopra riportati suggeriscono che la sequenzaG2 potrebbe
avere un ruolo nell’attività anti-HIV-1 di PO-ODN-α-vpr.
È interessante notare che l’ODN-6 ha dimostrato una potenza paragonabile a quella
dell’ODN-2, sebbene il suo legame al bersaglio putativo desse luogo alla formazione, di
doppie catene a catene parallele molto instabili [7]. Perciò la sua attività virale era più
probabilmente legata alla presenza del segmento G2 o G4, o di entrambi, piuttosto che ad
un meccanismo antisenso.
Un’ulteriore prova del coinvolgimento delle sequenze G nell’attività virale di PO-
ODNs-α-vpr, è derivata dai risultati ottenuti con gli ODN-7 e 8. ODN-7, che è un
miscuglio equimolecolare di otto sequenze con residui di dA o dC che sostituiscono tre
delle guanosine originali, era privo di attività anti HIV-1. Il secondo (ODN-8), che
contiene dA e dC al posto delle guanosine, mostrava una potente attività anti-HIV-1.
42 A. PANI, R. LODDO, C. MURGIONI, E. MARONGIU, P. LA COLLA, M.E. MARONGIU
Relazione struttura-attività di α-vpr e sequenze correlate
Recentemente è stato riportato che la sequenza fosforotioata T2G4T2 inibisce in vitro
l’infezione di HIV, ed è stato dimostrato che la struttura attiva è un tetramero stabilizzato
da tetradi di guanina, il quale perde le sue proprietà antivirali dopo denaturazione al calore
[34].
Per stabilire se un simile complesso intermolecolare potesse essere ritenuto respon-
sabile delle attività anti-HIV-1 dei nostri PO-ODNs, abbiamo analizzato la struttura in
soluzione di alcuni di essi con la spettroscopia CD, una tecnica ampiamente utilizzata per
studiare le associazioni di omoguanilati e di sequenze ricche di guanina [2, 9, 14]. Gli
spettri CD della forma attiva di ODN-2 e 8 e di ODN-7 inattivo sono stati registrati a
temperature differenti in NaCl 0,1 M e Tris 0,1 M (pH 7,0). A 37°C gli spettri di ODN-
2 (Fig. 1) e ODN-8 (dato non mostrato) hanno presentato una banda positiva, nella regione
250-260 nm, caratteristica di strutture dette G-quartet e formate da catene parallele
Figura 1. Spettri CD degli ODN-2 e 7: — — — ODN-2 a 37°C; ----- ODN-
2 a 80°C; ____ ODN-7 a 37°C; ∆ε, coefficiente di estinzione molare
differenziale; WL, lunghezza d’onda.
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contenenti guanine. Questa banda scompariva ad una temperatura elevata, dando origine
ad uno spettro molto simile a quello ottenuto a 37°C con l’ODN-7 inattivo.
Inoltre, quando una soluzione stock (1,3 mM) di ODN-2 è stata riscaldata a 85°C per
20 minuti, raffreddata in ghiaccio, diluita con terreno freddo e poi aggiunta a colture di
cellule infettate con HIV-1, non si osservava attività antivirale neppure a concentrazioni
elevate come 40 µM (dato non mostrato).
Nell’insieme questi risultati suggeriscono che le attività anti-HIV-1 degli ODN-2 e 8
sono strettamente dipendenti dalla capacità di assemblarsi in strutture tetrameriche
stabilizzate da tetradi di guanina.
Effetto di α-vpr sulla fusione cellulare virus-mediata
È stato riportato che la sequenza fosforotioata T2G4T2 è in grado di bloccare il legame
dell’HIV alle cellule e la successiva fusione con la cellula virus-mediata [34].
Pertanto, abbiamo valutato le capacità dei PO-ODN 1, 5 e 6 di impedire la formazione
di sincizi tra linfociti T cronicamente infetti e linfociti normali, che è mediata da una
Figura 2. Variazione dell’espressione dell’antigene p24 in relazione con il tempo di
aggiunta di PO-ODN-α-vpr e di AZT. Le cellule MT-4 sono state infettate per 1 ora a
20°C con HIV-1 ad una molteplicità di infezione ≥ 1. Poi, il virus non adsorbito è stato
rimosso con lavaggi abbondanti ed è stato aggiunto PO-ODN-α-vpr (50 µM) o AZT (2,5
µM) a serie duplici di colture in tempi differenti (0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 ore) post infezione.
I livelli di antigene p24 sono stati determinati alla fine delle 72 ore di incubazione a 37°C.
(in ascisse: Ore dopo l’infezione; in ordinate: p24 (% del controllo)
44 A. PANI, R. LODDO, C. MURGIONI, E. MARONGIU, P. LA COLLA, M.E. MARONGIU
interazione gp-120-CD4 simile a quella che porta all’adsorbimento dell’HIV-1 alle
cellule bersaglio.
Diversamente dal destrano solfato e dal PS-ODN-α-vpr, che sono stati impiegati
come composti di riferimento, nessuno dei PO-ODNs ha inibito la fusione cellulare (dato
non mostrato). Questo fatto, unito alla inattività dei PO-ODNs contro l’HIV-2 suggeriva
una mancanza di interferenza con gli eventi correlati con il legame al recettore.
Effetto delle aggiunte di α-vpr in tempi successivi all’infezione
Per comprendere più a fondo il meccanismo di azione dei PO-ODN-α-vpr, abbiamo
valutato l’effetto della aggiunta dei composti in tempi differenti dopo l’infezione di
cellule MT-4 con HIV-1, e l’abbiamo paragonato a quello dell’AZT. Come mostrato in
Fig. 2, PO-ODN-α-vpr era efficace nell’inibire la moltiplicazione virale solo quando
veniva aggiunto immediatamente dopo la fine del periodo di infezione, mentre l’AZT era
significativamente attivo anche quando veniva aggiunto 2-3 ore dopo l’infezione. Questi
risultati hanno suggerito che PO-ODN-α-vpr interferisce con un evento del ciclo di
replicazione di HIV-1 successivo all’adsorbimento ma precedente alla trascrizione
inversa.
Effetti degli ODN sull’attività della trascrittasi inversa ricombinante di HIV-1
 Abbiamo valutato gli effetti dei PO-ODN 1, 5 e 6 sull’attività della trascrittasi inversa
ricombinante. PO-ODN-α-vpr e AZT trifosfato (AZTTP) sono stati utilizzati come
composti di riferimento. I risultati (Tab. 2) indicano che contrariamente a PS-ODN-α-vpr
e AZTTP, i quali si sono confermati inibitori molto potenti della funzione di DNA-
polimerasi RNA-dipendente della trascrittasi inversa ricombinante, i PO-ODN 1, 5 e 6 si
sono rivelati totalmente inefficaci.
Tabella 2. Effetto degli ODN sull’attività della trascrittasi
inversa ricombinante(a).
Composto IC50 (mM)
1 .................................................. > 10
5 .................................................. > 10
6 .................................................. > 10
PS-ODN-α-vpr ........................... 0,05 + -0,008
AZTTP ........................................ 0,04 + -0,009
(a) I dati rappresentano i valori medi ± le deviazioni standard
per tre esperimenti separati. IC50, concentrazione del composto
richiesta per inibire del 50% l’attività enzimatica. Poly(rA)-
oligo(dT)12 è stato usato come template-primer.
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DISCUSSIONE
Tra una serie di PO-ODNs con sequenze antisenso rispetto alle sequenze di regioni
selezionate di geni regolatori dell’HIV-1, una sequenza complementare all’estremità 5’
del gene vpr (PO-ODN-α-vpr) è risultata essere un potente inibitore della replicazione di
HIV-1 in cellule acutamente infettate. PO-ODN-α-vpr, non inibisce la moltiplicazione
di HIV-2 in seguito a infezione de novo, o la moltiplicazione di HIV-1 e HIV-2 in cellule
cronicamente infette.
Una caratteristica strutturale peculiare di PO-ODN-α-vpr e degli altri ODN attivi
riportati in questo studio, è la presenza di cluster G2 e G4 separati da sei nucleotidi T o C.
Gli ODNs contenenti cluster G sono capaci di formare spontaneamente superstrutture
inter- ed intra-molecolari tenute insieme da tetradi di guanina disposte su piani sovrapposti
(G-quartet), i.e., quattro residui di guanina uniti da otto legami idrogeno [24, 27, 31, 33].
La conferma della presenza di una simile superstruttura nei PO-ODNs qui descritti deriva
dallo studio degli spettri CD dei composti attivi, che mostrano un segnale positivo a 250-
260 nm, indice della presenza di aggregati di guanina disposti in parallelo [15]. Rimane
da stabilire se i piani delle tetradi stabilizzanti di guanina coinvolgono entrambi i
segmenti G2 e G4. Tuttavia, il segmento G2 sembra necessario per l’attività anti-HIV-1;
infatti, quando la sua geometria originale viene distorta da un residuo di L-dC adiacente
(come in ODN-4), la sequenza risultante mostra una potenza significativamente più
bassa. Inoltre, la persistenza dell’effetto antivirale per tutta la durata del periodo di
incubazione di 4 giorni in terreno contenente FCS non inattivato dal calore, suggerisce
che la superstruttura sopra descritta contribuisce alla stabilità degli ODN nei confronti
della degradazione da parte delle nucleasi.
Per quanto concerne la modalità d’azione, tutti i risultati ottenuti indicano che
l’inibizione della moltiplicazione di HIV-1 da parte dei PO-ODNs analizzati non è dovuta
ad un meccanismo antisenso. Infatti, l’inversione della polarità del filamento (come in
ODN-6) e la sostituzione di basi all’esterno dei cluster G (come in ODN-8) non
influenzano la potenza di attività anti-HIV-1. D’altronde, una perdita completa dell’at-
tività è ottenuta dopo distruzione dei cluster G nella sequenza primaria (come in ODN-
7) e denaturazione al calore prima del trattamento, suggerendo la necessità del manteni-
mento della struttura tridimensionale.
Per quanto ne sappiamo, questo è il terzo esempio di ODN ricchi in residui di guanina
la cui attività anti-HIV-1 in vitro sia stata attribuita alla capacità di formare strutture
tridimensionali. Tuttavia, sebbene l’inibizione della replicazione di HIV-1 sia stata
provata, come nel presente studio, solo in cellule acutamente infette, sia le modalità
d’azione proposte che le strutture degli ODN sembrano essere differenti.
Nel primo esempio, la sequenza fosforotioata T2G4T2 [34] forma tetrameri contenenti
quattro piani di tetradi di guanina che si legano con l’ansa V3 della proteina virale gp120,
come fanno i PS-ODN più lunghi. In questo caso, sia la tetrade di guanina sia la struttura
base contenente zolfo sembrano necessarie per l’effetto antivirale, che è dovuto all’ini-
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bizione dell’infezione virus → cellula e cellula → cellula.
Nel secondo esempio, diversi PO-ODN composti esclusivamente da timidina e dG si
sono rivelati essere inibitori di HIV-1 [21]. La sequenza più efficace è un 17mero con
quattro cluster G che danno origine ad una struttura monomerica ripiegata che contiene
due piani sovrapposti di tetradi G. È stato riportato che questo composto non interferisce
con l’adsorbimento del virus ma inibisce la trascrizione virale [23].
Nel nostro caso, gli ODN non hanno né una struttura di base tioata né una sequenza
primaria compatibile con la formazione di strutture monomolecolari ripiegate, e sebbene
siano necessari ulteriori studi per definire le loro strutture tridimensionali ed i bersagli,
gli ODNs sembrano interferire specificatamente con uno o più eventi del ciclo vitale di
HIV-1 successivi all’adsorbimento e precedenti la trascrizione inversa.
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